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RESUMO

Introducdo: Dentre as estratégias emergentes para tratamento do melanoma
avancado, destaca-se a Terapia Adotiva com Linfécitos Infiltrantes de Tumor
(TILs), recentemente aprovada pelo FDA (lifileucel). Os TILs sé&o células do
sistema imune que migram para o microambiente tumoral e apresentam
capacidade de reconhecer e destruir células neoplasicas!?. Relatamos nossa
experiéncia na etapa laboratorial inicial da terapia com TILs, desde a captacao
das amostras no centro cirargico até a fase de expanséo rapida (REP) das
células.

Método: Apds captacdo das amostras de tecido de melanoma metastatico de
22 pacientes, fragmentos de 1-3 mm3 foram distribuidos em placas de cultura
de 24 pocos. Procedeu-se a digestao enzimatica, isolamento das células
neoplasicas e dos TILs. ApOs caracterizacdo, os TILs foram expandidos com
IL-2 (convencional) e com IL-2 mais IL-7 (novo) utilizando o biorreator G-REX.
Estes TILs foram colocados em contato com melanoma SK-MEL-24 e com
cultura priméaria dos melanomas metastaticos.

Resultados: Das 22 amostras obtidas, 05 ndo confirmaram a presenca de
histopatoldgica de metastase. Foi possivel expandir linfécitos com sucesso
(acima de 1x108 células) com IL-2 e com IL-2 em combinagdo com IL-7. O
sucesso na expansao dos TILs foi maior na combinacédo IL-2+IL-7 (88,2%) do
gue apenas com IL-2 (58,8%), a combinac¢ao reduziu o numero de dias para a
expansao dos TILs e aumentou a quantidade de células obtidas
(1,40x108+5,5x10": 1,81x108+1,13x108 células). Ap6s REP, foi realizado ensaio
de citotoxicidade para avaliar a capacidade dos TILs em eliminar células
tumorais (SK-MEL-24 e linhagem primaria aut6loga), sendo que houve mais
morte celular na linhagem autéloga. Foi realizada também a mensuracao de
IFN-gama para avaliar a capacidade de secrecao desta citocina pelos TILs,
tendo sido maior no grupo onde foi utilizado IL-2 e IL-7 para expansao.

Concluséao: Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a
combinacéo de IL-2 com IL-7 para expansao de TILs € promissora para



aplicacg@es clinicas. Avancos recentes em engenharia genética tém ampliado o
potencial dos TILs (como a superexpresséo de receptores de quimiocinas, 0
uso de CRISPR-Cas9 gerando os chamados CRISPR-TILs). Futuras pesquisas
devem focar na compreensdo do microambiente tumoral, na reducao do tempo
de producéao dos TILs, na melhoria da escalabilidade do processo, e ha
exploracdo de sinergias com imunoterapicos, terapias-alvo e drogas
epigenéticas como inibidores de metilacdo?.
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INTRODUCAO:

O melanoma € um tipo de cancer de pele altamente agressivo, caracterizado por seu
elevado potencial metastatico e responsavel pela maioria das mortes associadas aos
canceres cutaneos. No Brasil, onde grande parte do territério se encontra em regides
intertropicais com elevada incidéncia solar, o cancer de pele ndo melanoma constitui a
neoplasia maligna mais prevalente, correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores
malignos registrados. J& o melanoma representa aproximadamente 3% das neoplasias
malignas cutaneas?.

A principal estratégia terapéutica para melanomas localizados continua sendo a resseccao
cirdrgica. No entanto, nos Ultimos anos, a imunoterapia e a terapia-alvo emergiram como
abordagens promissoras para o tratamento do melanoma avancado. Apesar disso, a
maioria dos pacientes com doenca metastatica acaba desenvolvendo resisténcia a essas
terapias, o que frequentemente culmina em obito.

Dentre as estratégias emergentes, destaca-se a Terapia Adotiva com Linfocitos
Infiltrantes de Tumor (TILs, do inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes), recentemente
aprovada pelo FDA como tratamento de segunda linha. Os TILs sdo células do sistema
imune que migram para o microambiente tumoral e apresentam capacidade de reconhecer
e destruir células neoplasicas.



Os TILs compreendem uma populagdo heterogénea de células linfoides, incluindo
linfocitos T auxiliares CD4* (Th) e linfocitos T citotoxicos CD8* (Tc). Entre os linfocitos
Th, os Thl desempenham um papel fundamental na resposta antitumoral por meio da
secrecdo de IFN-y, enquanto os linfocitos T reguladores (Treg) exercem funcgdes
imunossupressoras, contribuindo para a tolerancia tumoral. Outros subtipos, como 0s
linfocitos Th17, podem modular a inflamacéo intratumoral, enquanto os linfécitos T
auxiliares foliculares (Tfh) participam da ativacdo e manutencao das respostas das células
B.

Os linfocitos Tc, por sua vez, sdo efetores diretos da imunidade antitumoral, sendo
capazes de eliminar células tumorais por meio da liberacdo de grénulos citotdxicos
contendo perforinas e granzimas. A presenca dessas células no microambiente tumoral
sugere que elas reconhecem antigenos tumorais. No entanto, a interacdo entre TILs e
células neoplésicas é complexa e dependente do contexto imunoldégico local. A
sinalizagdo tumoral frequentemente promove um ambiente imunorregulador que pode
suprimir a atividade imunologica efetora. Ainda assim, 0 sistema imune mantém a
capacidade intrinseca de reconhecer e eliminar células tumorais?.

O processo de obtencdo e aplicacdo clinica dos TILs compreende diversas etapas
altamente especializadas. Inicialmente, os linfocitos que infiltram espontaneamente 0s
tecidos tumorais sédo isolados a partir de amostras de ressec¢do cirargica ou de amostras
de biopsia de pacientes com melanoma cutaneo metastatico. Em seguida, essas células
sdo cultivadas e expandidas ex vivo, com o objetivo de amplificar subpopulacdes
especificas de linfocitos T citotoxicos (Tc) e T auxiliares do tipo 1 (Th1) com reatividade
antitumoral, previamente presentes no microambiente tumoral.

Apos a expansdo, uma quantidade significativa de linfocitos T autélogos € infundida no
paciente. Antes da infusdo dos TILs, os pacientes sdo submetidos a um regime de
linfodeplecdo ndo mieloablativo, geralmente baseado na administracdo de fludarabina e
ciclofosfamida, com o intuito de reduzir a competicdo por fatores homeostaticos e
eliminar células imunorreguladoras. Posteriormente a infusdo celular, administra-se
interleucina-2 (IL-2) com a finalidade de promover a expansdo in vivo e a atividade
funcional dos TILs transferidos®®.

Os estudos pioneiros com TILs foram conduzidos pelo grupo de pesquisa liderado pelo
Dr. Steven Rosenberg’. Nesse trabalho inicial, TILs foram isolados de tumores murinos
estabelecidos, incluindo os modelos de melanoma B16 e M3, e posteriormente
expandidos in vitro na presenca de interleucina-2 (IL-2). Apés a expansao, essas células
foram reinfundidas em camundongos portadores de tumores, resultando em respostas
antitumorais significativas.

Adicionalmente, o grupo demonstrou que a administracdo combinada de IL-2 com a
infusdo de TILs potencializava a eficacia terapéutica, promovendo regressdo de
metastases pulmonares e hepaticas nos modelos tumorais avaliados. Com base nesses
achados experimentais promissores, Rosenberg e colaboradores avangaram para 0s
estudos clinicos, aplicando a terapia com TILs em pacientes com melanoma metastatico.



Os resultados bem-sucedidos dessa abordagem translacional foram publicados em 1988,
estabelecendo um marco no desenvolvimento da imunoterapia celular para o cancer®.

Betof Warner e colaboradores revisaram de forma abrangente o desenvolvimento da
terapia com TILs para o tratamento do melanoma e de outros tumores sélidos, destacando
experiéncias passadas e atuais, principais desafios, aspectos praticos e perspectivas
futuras®.

A terapia moderna com TILs tem avancado significativamente em termos de processos
de fabricacdo, protocolos terapéuticos, eficiéncia clinica e caracterizacdo do produto
celular. Um dos exemplos mais relevantes é o Lifileucel, uma infusdo autéloga de TILs
ndo geneticamente modificados, que demonstrou resultados promissores em pacientes
com melanoma irressecavel em estagio Il ou IV, previamente tratados com inibidores de
PD-13.

Em um estudo clinico internacional de fase 11, multicéntrico, braco Unico e com desenho
adaptativo, os TILs foram produzidos majoritariamente em um periodo inferior a trés
semanas, sem necessidade de modificacdo genética. A coorte avaliada incluiu 66
pacientes, a maioria com doenca progressiva mesmo apos terapia com bloqueadores de
PD-(L)1 e com uma meédia de 3,3 linhas de tratamento anteriores. Nessa populacdo,
observou-se uma taxa de resposta objetiva (ORR) de 36%, incluindo duas respostas
completas e 22 respostas parciais. A maior taxa de resposta, de 41%, foi identificada entre
0s pacientes que haviam recebido previamente tratamentos combinados com anti-PD-
(L)1 e blogueadores de LAG-3 (gene 3 de ativacdo de linfocitos).

Dados atualizados da coorte principal (n = 87) demonstraram uma taxa de resposta
objetiva de 29%. Quando combinadas as duas coortes, a taxa de resposta global alcancou
31%, sugerindo um perfil terapéutico promissor e duradouro. Notavelmente, a taxa de
resposta em 12 meses para pacientes com melanoma refratario previamente tratados com
inibidores de PD-1 foi de 54%.

Os resultados clinicos obtidos com Lifileucel (produto de terapia celular) evidenciam o
potencial significativo da terapia com TILs no melanoma avangado, consolidando-a como
uma modalidade terapéutica em rapida evolucdo. Além disso, seu uso como abordagem
complementar a imunoterapia baseada em anticorpos inibidores de checkpoint imune
(ICI) reforca seu papel no arsenal crescente de terapias imunomoduladoras. Os dados
acumulados até o momento demonstram nao apenas a eficacia antitumoral de TILs nao
modificados, como também indicam que os avan¢os no entendimento do microambiente
tumoral podem ampliar a janela terapéutica, revelando o verdadeiro potencial dessa
estratégia celular®,

Relatamos nossa experiéncia na etapa laboratorial inicial da terapia com TILs,
abrangendo desde a captacdo das amostras no centro cirirgico até a fase de expansdo
rapida (rapid expansion protocol — REP). Discutimos o processo de isolamento e
preparacdo dos TILs, os protocolos terapéuticos empregados, a aplicagdo de terapias



combinadas, bem como inovagdes que podem agregar valor terapéutico a essa
abordagem celular.

OBJETIVO:
Relatar nossa experiéncia na etapa laboratorial inicial da terapia com TILs, desde a
captacdo das amostras no centro cirdrgico até a fase de expansao répida das células.

METODO:
- Recebimento e Processamento Inicial das Amostras

Duas a trés amostras frescas de linfonodos metastaticos, com aproximadamente 0,5 cm3
cada, foram obtidas de 17 pacientes submetidos a procedimento cirtrgico no Hospital Sdo
Paulo da EPM/UNIFESP. As amostras foram coletadas por um membro da equipe de
pesquisa diretamente na sala cirargica, imediatamente acondicionadas em meio de cultura
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) suplementado com antibiotico e antimicdtico,
transportadas ao laboratorio do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa do Hospital
Israelita Albert Einstein.

O cirurgido responsavel, também integrante da equipe de pesquisa, selecionou as regides
viaveis da neoplasia, evitando &reas de necrose. Ao chegarem ao laboratorio, os
espécimes foram processados 0 mais rapidamente possivel, a fim de preservar a
viabilidade celular. O tecido tumoral foi entdo fragmentado em pequenos pedacos
(aproximadamente 1-3 mmg3), utilizando bisturi e tesoura estereis.

- Isolamento dos Linfocitos Infiltrantes de Tumor (TILS)

Os fragmentos tumorais, com aproximadamente 1-3 mms3, foram distribuidos em placas
de cultura de 24 pocos, utilizando-se apenas o primeiro poc¢o de cada fileira (linha), com
um Unico fragmento por pogo. A cada poco foi adicionado meio de cultura apropriado
suplementado com 10% de soro humano AB, antibidticos e antimicéticos, L-glutamina,
sodio piruvato, aminoécidos ndo essenciais e citocinas especificas (6000Ul - IL-2) para
promover a ativacdo e expansdo dos linfécitos.

As culturas foram monitoradas ao longo de 12 a 14 dias, periodo necessario para a
liberacdo espontanea dos linfocitos a partir dos fragmentos tumorais. Durante esse
periodo, foi realizada contagem celular regularmente em cada poco, a fim de avaliar a
densidade celular e determinar a necessidade de redistribuicdo das células em dois ou
mais pocos, conforme a concentracdo alcancada. As células foram mantidas em
incubadora a 37°C, com 5% de CO.. O meio de cultura foi trocado regularmente para
garantir nutrientes adequados e remover metabdlitos toxicos.

- Expansédo REP

As células previamente congeladas foram submetidas a uma segunda expansdo, a
expansdo REP, onde as células foram descongeladas, expandidas em cultura com 3000UlI
de IL-2, anti-CD3 e células fedder (PBMC alogénicas irradiadas).



Nesta etapa as células foram expandidas em maior volume utilizando um biorreator (G-
REX), a expansdo nesta etapa é considerada bem-sucedida quando ocorreu expansdo
acima de 1 log (pelo menos 1x10° células) de células viaveis.

- Caracterizagdo dos TILs expandidos na primeira fase

As células expandidas em cultura que atingiram em 2-3 semanas o minimo de 1x108
linfocitos foram caracterizadas pela técnica citometria de fluxo e congeladas para seguir
para a expansao REP.

Na caracterizacdo por citometria de fluxo foram identificadas as popula¢des de células
expandidas como os linfocitos T CD4 e CD8, seus subtipos de memédria, proporcao de
linfécitos T reguladores nas culturas, expressdo de moléculas de regulacdo, senescéncia
e exaustdo, além de uma extensa avaliacdo de moléculas de migragdo celular (receptores
de quimiocinas).

- Digestéo Enzimatica e isolamento das células tumorais

O tecido fragmentado foi submetido a uma digestdo enzimatica para dissociar as celulas
tumorais, utilizando o kit de dissociacdo de tumores humanos (Miltenyi Biotec-
Alemanha). De forma geral, o tecido foi incubado com enzimas em meio de cultura
RPMI-1640 seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Apds a digestdo, a suspenséo
celular foi filtrada em um filtro de malha fina (100 pum) para remover agregados e debris
celulares.

As células foram lavadas com meio de cultura para remover as enzimas e residuos e
colocadas em cultura em placa de 6 pocos com meio especifico para crescimento de
células tumoral, o sobrenadante foi removido ap6s 72horas de cultura e o poco foi lavado
com meio de cultura para evitar crescimento e aderéncia de fibroblastos. As células foram
cultivadas até atingirem a confluéncia de 70% e em seguida caracterizadas e congeladas.

As células tumorais foram caracterizadas para a expressdo de antigenos tumorais como:
homo sapiens MAGE Family member A (MAGE-A1), homo sapiens MAGE Family
member A3 (MAGE-A3), homo sapiens G antigen 1 (GAGEL), transcript variant 2
(GAGE- %), homo sapiens premelanosome protein (PMEL), transcript variant 1
(GP100/PMEL/S100), homo sapiens dopachrome tautomerase (DCT), transcript variant
2 (TRP-2 INT 2), Homo sapiens tyrosinase related protein 1 (TYRP1-TRP), Homo
sapiens melan-A (MLANA, MELAN-A/MART-1), e como controles utilizamos os genes
endogenos GAPDH e B-ACTINA. A expressdo destes genes foi comparada a expressdo
destes mesmos genes em fibroblastos comerciais (MCR-5) e fibroblastos de cultura
primaria isolados de linfonodos saudaveis.

- Controle de Qualidade

Durante todo o processo, a viabilidade e a pureza das células foram monitoradas. A
viabilidade foi avaliada utilizando o corante azul de tripan em lamina e por citometria de
fluxo utilizando Anexina-V e 7TAAD.



A caracterizacdo das subpopulagées de linfocitos (citometria de fluxo) foi realizada antes
da expansdo inicial, apos expansdo inicial e apds expansdao REP. Foram realizados testes
funcionais para avaliar a capacidade dos TILs de reconhecer e destruir células tumorais e
secretar IFN-y apds co-cultivo com as células tumorais (autélogas e de linhagem
comercial — SK-MEL-24).

- Criopreservacao

Apos a expansdo, os TILs foram criopreservados em freezer mecanico -80°C para uso
futuro. Os linfocitos expandidos foram gradualmente congelados com auxilio de meio de
criopreservacdo contendo 10% DMSO.

RESULTADOS:

Foram obtidas 22 amostras de tumor metastatico, a maioria das metastases era localizada
em linfonodos. Entretanto, das 22 amostras obtidas, 05 ndo confirmaram a presenca de
metéstase de acordo com o resultado da patologia. Desta forma 17 amostras confirmaram
a presenca de metéstase, destas amostras, foi possivel expandir linfocitos com sucesso
(acima de 1x108 células) em 10 amostras, as 10 amostras foram expandidas tanto com IL-
2 como tambem com IL-2 em combinacdo com IL-7 (58%).

Entretanto, se considerarmos a combinacéo de citocinas propostas por nés, que diferente
do protocolo publicada além da IL-2, utiliza sua combinacdo com a IL-7, 0 sucesso das
expansdes das amostras com metastase confirmadas sobe de 10 (58%) para 15 amostras
(88,3%) das 17 amostras que confirmaram a metastase.

Observamos que utilizando a combinagéo IL-2+IL-7 houve reducdo no nimero de dias
em cultura dos fragmentos e aumento significativo na quantidade de linfdcitos
expandidos, sendo que em média com IL-2 obtivemos 1,40x108+5,5x10" células,
enquanto com IL-2+IL-7 obtivemos cerca de 1,81x10%+1,13x108 células. Mostrando
maior eficiéncia na expansdo utilizando a combinacdo de IL-2+IL-7, com reducdo do
tempo em cultura das células, o que é bastante importante para a otimizagéo do protocolo
de expanséo.

A propor¢cdo CD4:CD8 é similar entre os 2 tratamentos. Entretanto, com os dois
tratamentos observamos uma inversao na relacdo CD4:CD8 comparada com o inicio da
expansdo, onde a populacdo de CD8 que era em média na percentagem de 29,8+ 10,75%
expandiram para I1L-2:83,11+120,83% e IL-2+1L-7:80,88+15,65%, enquanto a populacédo
de CD4, reduziu sua percentagem de 62,14+11,68% inicial para IL-2:12,99+17,44% e
IL-2+1L-7:16,26+14,36%. A distribuicdo das populaces apos esta expansdao denota a
prevaléncia de linfocitos T, sendo cerca de 88,68+10,62% no tratamento com IL-2, e
cerca de 90,73+9,55% no tratamento com IL-2+IL-7.

Observamos reducdo significativa nas percentagens dos linfocitos T CD4 e CD8 naive no
tecido metastatico quando comparado aos circulantes, ou seja, (14,02+12% e 15+14%)
nos infiltrados para (23,7+10% e 52,80+16%) no sangue periférico e aumento de
linfocitos T de memdria quando comparado aos circulantes, ou seja (61,45+20% e
55,59+23,5%) nos infiltrados comparado a (47,79+16% e 17,69+9,07%) no sangue



periférico. A diminuigdo da populacdo de transicdo no tecido metastatico comparada ao
sangue periférico foi observada apenas para os linfocitos T CD4, ou seja, de
(23,67+14,05%) no infiltrado tumoral, comparado a (30,77+11,03%) no sangue
periférico.

Referente as subpopulacfes analisadas dentro destas anteriores, as quais chamarmos de:
naive (TN), efetora (TEF), memoria efetora (TEM) e memdria central (TCM),
observamos que ocorre principalmente diminui¢do na percentagem dos linfécitos T CD4
e CD8 de TN no infiltrado do tecido metastatico comparado ao sangue periférico, ou seja,
(7,56+6,37% e 1,34+6,45%) no infiltrado comprado com (18,91+11,03% e
11,05+8,36%) no sangue periférico. Por outro lado, observamos o aumento dos linfocitos
T CD8 TEM no infiltrado tumoral comparado ao sangue periférico, ou seja, de
(39,45+22,26%) no infiltrado, comprado a (7,98+6,00%) no sangue periférico.

Apobs a expansdo observamos que dentro das subpopulacbes de linfocitos T CD4, ndo
houve variacao significativa comparadas ao infiltrado tumoral, tanto para expansao com
IL-2 como para a expansao com IL-2+IL-7. Dentre as subpopulac¢des de linfocitos T CD8
houve reducéo significativa da populacéo de transi¢do 9,73+£10,55 na expansao com IL-
2 (p=0,0029) quando comparadas a populacéo inicial presente no infiltrado tumoral
28,02+11,14%, o mesmo, ndo foi observado para o tratamento com IL-2+I1L-7.

Estes resultados indicam que a expansdo com IL-2 + IL-7 é mais uniforme dentre as
amostras, ambos tratamentos favorecem a expanséo de linfécitos T CD8 sobre 0 CD4, e
dentre os tratamentos observamos que o tratamento com IL-2 reduz de forma significativa
a populacéo de transicdo tanto para CD4 como para CD8. A populacdo de transicdo em
linfocitos T CD4 compreende as células T efetoras e em CD8 a populagéo de transicéo
compreende uma populacao de linfocitos T mais indiferenciada conhecido como stem cell
memory, que tem maior capacidade de expansdo e diferenciacdo. Sugerindo que a
presenca de IL-7 nas culturas pode favorecer o perfil de linfécitos com capacidade
citotoxica e permanéncia de populacdes com maior capacidade expanséo.

Analisamos também a presenca de linfécitos regulatérios durante a expansdo e
observamos que houve reducdo na percentagem de linfécitos T que podem ser
considerados reguladores (Tregs), estas celulas sdo presentes no ambiente tumoral e
contribuem para a evolucdo tumoral inibindo a resposta imune efetora. Neste estudo,
observamos que utilizando tanto o tratamento com IL-2 como a combinacdo IL-2+IL-7
comparados a populacgdo inicial infiltrada na metastase, ndo favorecemos a expansédo da
populacdo de Treg. A percentagem de Tregs foi analisada dentro da populacdo de
linfocitos CD3, CD4, CD127low e CD25hi, esta populacdo compreende os linfocitos T
regulatorios, e observamos que no infiltrado tumoral cerca de 3,16+2,24% dos linfcitos
tinham essas caracteristicas. Entretanto, apds expansdo com IL-2 esta percentagem
diminui para 0,06:£0,09% (p=0,003) e no tratamento com IL-2 + IL-7 esta percentagem
diminui para 0,19 * 0,43 (p=0,015). Mostrando que a utilizacdo de IL-2 em altas doses
ndo induz a diferenciagdo para este fendtipo regulador.

Foram realizadas 2 expansdes REP (TIL19 e TIL21) que utilizou o namero de células
iniciais 1x107 células, estas células foram estimuladas com 2x102 feeder irradiadas com



12.500rads e anti-CD3. As células TIL19 expandiram mais de 1 log em 12 dias de cultura,
enquanto as células TIL21 expandiram mais de 2 logs em 12 dias, a variacdo nas
expansdes se deve a variacdo biolégica entre os doadores e diferencas entre 0s tumores
metastaticos de onde foram obtidas.

Apo6s a expansdo REP, as subpopulagdes de linfocitos T CD4 variam, havendo
diminuicdo dos linfocitos T naive (de 43% para 0,15%) e aumento dos linfocitos T de
memoria (de 42,3% para 88,1%), o que indica aumento de linfocitos T de memoria efetora
e memoria central, importantes para eliminacdo tumoral. Enquanto nas subpopulacGes de
linfécitos T CD8 ocorre aumento na populacdo de transicdo (de 19,6% para 30,2%), a
qual compreende uma populagdo bastante importante de linfocitos T de memadria com
grande capacidade de sobrevivéncia e expansdo (T stem cell memory-like), diminuigéo
dos linfocitos T naive e manutengdo das populacfes de memoria.

Apds a expansdo REP foi realizado um ensaio de citotoxicidade para avaliar a capacidade
dos linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) em eliminar células tumorais. Para este ensaio,
utilizamos linfécitos efetores derivados do TIL-21. Como células-alvo (target),
empregamos a linhagem tumoral comercial SK-MEL-24 e a linhagem primaria aut6loga
(MEL-21), também derivada do TIL-21. Os co-cultivos foram realizados em diferentes
proporcoes de células efetoras para células-alvo (1:1 e 10:1) e analisados em dois tempos
de incubacédo (24h e 48h).

Resultados utilizando a linhagem SK-MEL-24 mostraram que ap0s 24 horas de co-
cultivo, ndo foi observada morte tumoral na proporgéo 1:1 (efetores:alvo), enquanto na
proporcao 10:1 registramos 3,46% de morte celular. Apds 48 horas, a citotoxicidade
permaneceu ausente na proporc¢édo 1:1, mas aumentou para 4,07% na proporcéo 10:1.

Resultados utilizando a linhagem autdloga MEL-21 mostraram que apos 24 horas, a
morte tumoral foi inexistente na proporcao 1:1 e atingiu 2,77% na proporc¢do 10:1. Apos
48 horas, a auséncia de citotoxicidade foi mantida na propor¢do 1:1, enquanto a taxa de
morte celular aumentou significativamente para 12,11% na proporcao 10:1.

Os resultados indicam que a citotoxicidade dos TILs é influenciada pela proporcédo de
células efetoras em relacdo as células-alvo, reforcando a importancia do nimero de
linfocitos para a eficadcia da resposta antitumoral. Além disso, a especificidade do
linfocito T em relacdo ao tumor tambem desempenha um papel crucial na sua capacidade
de induzir a morte celular.

Apoés a expansdo REP, foi realizada também a mensuracdo de IFN-y para avaliar a
ativacdo e a capacidade de secrecdo desta citocina pelos TILs. Os co-cultivos também
foram realizados em diferentes proporc¢des de células efetoras para células-alvo (1:1 e
10:1) e analisados em dois tempos de incubacédo (24h e 48h).

Os resultados utilizando a linhagem SK-MEL-24 mostraram que ap6s 24 horas de co-
cultivo, néo foi observada diferenca na secrecdo de IFN-y na condicdo apenas SK-MEL-
24 e na proporcéo 1:1 (efetores:alvo), enquanto na proporc¢do 10:1 registramos a secregéo
8,37 pg/ml de IFN-y. Apds 48 horas de co-cultivo, ndo foi observada diferenca na



secrecdo de IFN-y na condigéo apenas SK-MEL-24 e na proporgédo 1:1 (efetores:alvo),
enquanto na proporcao 10:1 registramos a secre¢éo 8,47 pg/ml de IFN-y

Os resultados utilizando a linhagem aut6loga MEL-21 mostraram que ap06s 24 horas de
co-cultivo, ndo foi observada diferenca na secrecéo de IFN-y na condicdo apenas MEL-
21 e na proporcéo 1:1 (efetores:alvo), enquanto na proporc¢éo 10:1 registramos a secrecéo
9,54 pg/ml de IFN-y. Apds 48 horas de co-cultivo, ndo foi observada diferenca na
secrecdo de IFN-y na condigdo apenas MEL-21 e na proporgdo 1:1 (efetores:alvo),
enquanto na proporcao 10:1 registramos a secre¢do 9,05 pg/ml de IFN-y

Os resultados indicam que a secrecdo de IFN-y pelos TILs é influenciada pela proporcao
de células efetoras em relacéo as células-alvo, reforcando a importancia do nimero de
linfocitos para a eficacia da resposta antitumoral. Além disso, a especificidade do
linfocito em relacdo ao tumor também desempenha um papel crucial na sua capacidade
de induzir a producéo desta citocina.

DISCUSSAO:

Os resultados obtidos neste estudo, com uma taxa de sucesso de 88,3% na expansédo de
TILs a partir de 17 amostras de pacientes com melanoma metastatico, demonstram que a
metodologia empregada utilizando IL-2 em combinagdo com IL-7 estid bem direcionada
e € promissora para aplicacdes clinicas.

A caracterizacdo fenotipica das subpopulactes de TILs revelou um perfil imunolégico
favoravel a atividade antitumoral, com predominancia de linfocitos T CD8" citotoxicos e
células auxiliares Thl, como também demonstrou a reducéo da proporc¢éo de linfocitos T
reguladores (Tregs) quando utilizamos a IL-2 em altas doses.

A comparacdo funcional entre linhagens comerciais (como a SKMEL-24) e culturas
autologas derivadas de amostras metastaticas evidenciou que os TILs autdlogos
apresentam maior capacidade de induzir morte celular e producdo aumentada de IFN-y,
um marcador chave de resposta antitumoral. Esses dados reforcam a importancia da
personalizacdo da terapia, utilizando amostras do proprio paciente para maximizar 0s
resultados clinicos.

Avancos recentes em engenharia genética tém ampliado o potencial dos TILs. Estratégias
como a superexpressdo de receptores de quimiocinas e o uso de ferramentas como
CRISPR-Cas9 (gerando os chamados CRISPR-TILs) tém como objetivo aumentar a
resisténcia dos TILs ao ambiente tumoral, persisténcia e eficacia dessas células. Ensaios
clinicos em andamento, como 0 NCT03645928, que combina TILs com pembrolizumabe,
ja demonstram taxas de resposta de até 60% em coortes preliminares, evidenciando o
valor das terapias combinadas.

Estudos recentes, como o de Barras et al. (2024), destacam a relevancia das interacdes
entre células T e células mieloides no microambiente tumoral, sugerindo que a
reprogramacao do compartimento mieloide pode representar uma estratégia adjuvante
para potencializar os efeitos terapéuticos dos TILs [10].



Apesar dos avancos, diversos desafios persistem, incluindo a necessidade de otimizar
protocolos de expansdo celular, reduzir a toxicidade associada ao tratamento, e identificar
biomarcadores preditivos de resposta. Futuras pesquisas devem focar na redugdo do
tempo de produgdo dos TILs, melhoria da escalabilidade do processo, e exploragéo de
sinergias com ICls, terapias-alvo e modificagfes genéticas e epigenéticas (por exemplo,
com o uso de inibidores de metilacdo). Além disso, a identificacdo de subgrupos de
pacientes, com base em caracteristicas imunoldgicas e moleculares do tumor, pode
contribuir para uma abordagem terapéutica mais precisa e eficiente.

Julve e Furness revisaram a terapia com TILs em pacientes com melanoma cutaneo
refratario aos ICls, destacando sua atividade promissora nesse contexto. As células T
ativadas podem ser submetidas a regulacdo imunoldgica, o que justifica a combinagdo
dos TILs com anticorpos inibidores de checkpoints para potencializar tanto os linfocitos
infundidos quanto a resposta das células T enddgenas. Ensaios clinicos em andamento
(NCT04165967, NCT03475134, NCT03374839, NCT01701674, NCT03638375,
NCT02652455 e NCT03645928) avaliam abordagens combinadas, incluindo o uso de
TILs com pembrolizumabe (pembro). O estudo multicéntrico de fase 11 (C-144-01) esta
investigando essa combinagdo em pacientes com melanoma, cancer de cabeca e pescoco
(HNSCC) e céancer de pulmao de nao pequenas células (NSCLC). Os pacientes recebem
uma dose unica de pembrolizumabe apds a ressec¢do tumoral e antes da linfodeplecéo,
alem de IL-2 adjuvante. O esquema terapéutico prevé a continuidade do pembrolizumabe
apos a infusdo dos TILs por até 24 meses. Resultados preliminares apresentados em 2021
revelaram uma taxa de resposta de 60% (6/10 pacientes), com trés respostas completas, e
seguranca compativel com o perfil esperado para linfodeplecdo ndo mieloablativa, IL-2 e
pembrolizumabe!?.

Embora os dados clinicos sejam promissores, ensaios clinicos randomizados adicionais
sdo essenciais para validar plenamente a eficacia dos TILs, estabelecer protocolos
terapéuticos otimizados e superar obstaculos técnicos, como a reducdo da toxicidade, o
refinamento do processo de producéo e a melhoria da logistica para aplicacdao em larga
escala. Dado o sucesso observado no melanoma metastéatico, a expansao do uso da terapia
com TILs para outros tumores solidos representa uma perspectiva real e relevante,
especialmente para pacientes com doenca avancada refratdria a tratamentos
convencionais. Além disso, um melhor controle dos efeitos adversos é altamente
desejavel. Por fim, as pesquisas futuras devem continuar a explorar novas combinacdes
terapéuticas, estratégias de modificacdo genética, e o aprofundamento na compreensao
do microambiente tumoral, a fim de aprimorar os desfechos clinicos e aumentar as taxas
de sobrevida de pacientes com cancer avangado®?.

CONCLUSAO:

A terapia com linfécitos infiltrantes de tumor (TILS) representa um avango promissor e
significativo no tratamento do melanoma metastatico, proporcionando respostas
duradouras mesmo em pacientes refratarios as terapias convencionais. A incorporagao de
inovacdes tecnoldgicas, como a engenharia genética e protocolos de expansao



otimizados, aliada a uma compreensdo mais profunda do microambiente tumoral, sera
essencial para consolidar essa estratégia como uma abordagem terapéutica eficaz, segura
e amplamente acessivel. A medida que o conhecimento avanca, espera-se que a terapia
com TILs ndo apenas amplie suas indica¢es dentro do melanoma avangado, mas também
seja aplicada com sucesso a outros tipos de tumores sélidos, oferecendo novas
perspectivas para pacientes com canceres de dificil tratamento.
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